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عامل  Rosellinia necatrixردیابی سریع قارچ  یبرا یاآشيانه PCRاستفاده از تکنيک 

  °از خاک و ریشه اندرخت پوسيدگی سفيد ریشه

 
The Use of Nested PCR Method for Rapid Detection of Rosellinia necatrix Causal 

Agent of White Root Disease From Soil and Root 
 

 *1، بهرام شريف نبی1ی محمدی ميمندسيد مرتض
و  مسعود بهار
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 چکيده

 باشد که توسط قارچهای درختان ميوه در دنيا و ايران میترين بيماریبيماری پوسيدگی سفيد ريشه يکی از مهم

 Rosellinia necatrix ه درختان آلبالو منظور رديابی سريع بيمارگر از خاک و ريشه، شش سری خاک از کنار طوقبه. شودايجاد می

-هشت سری خاک مذکور و ريشهاز   DNAاستخراج مستقيم .آوری گرديدآلوده و دو نمونه خاک به عنوان شاهد منفی و مثبت جمع

-هم ريشه بدون علائم و و های بادبزن مانندهای دارای ميسليوم، ريشههای سفيد و خاکستری روی پوستدارای ميسليوم های آلبالو

رديابی . صورت گرفت های فاقد علائمميسليوم روی سطح ريشه و ريشه آغشته بههای ريشه دارای( گياه آزمون) باقلادو ريشه  چنين

دست آمده، هطبق نتايج ب .انجام شد Nested PCRدر  R7 ،R10و  R2 ،R8 بيمارگر از خاک و ريشه با استفاده ازآغازگرهای اختصاصی

دارای های باقلا و ريشه بزن مانندهای بادهای سفيد و خاکستری و ميسليومی دارای ميسليومهای آلبالوريشه از تمام شش سری خاک،

 ITSدر ادامه توالی ناحيه . پذير نشدامکان در مورد هر دو ميزبان های بدون علائمريشهاز  رديابی قارچ. ، بيمارگر رديابی شدعلائم

 توالی توالی مورد نظر بارديف سازی همنتايج . الی نوکلئوتيدی گرديدجدايه مورد آزمايش تکثير، همسانه سازی و تعيين تو

R. necatrix  را با جدايه شناخته %( 99/99)دست آمده از خاک حداکثر شباهت هنشان داد که جدايه ببانک ژن موجود در ثبت شده

مقادير  سريع و توانائی خوبی در رديابی Nested PCRرسد تکنيک به نظر می پژوهشهای اين با توجه به يافته. دارد R. necatrixشده 

 . های آلوده و ريشه گياهان را داردکم قارچ در خاک
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 مقدمه

مترين بيماری پوسيدگی سفيد ريشه يکی از مه

باشد که توسط و ايران می های درختان ميوه در دنيابيماری

ايجاد  Berl. ex Prill. (1904) Rosellinia necatrix   قارچ

گونه  171رغم وقوع اين بيماری در بيش از علی .شودمی

صورت پژمردگی و مرگ گياهی، خسارت وارده از آن به

 درختان ميوه از اهميت خاصی برخوردار است

(Behdad 1975a). ارگر همواره مورد خسارات ناشی از اين بيم

ترين ها در کوتاههای ناشی از آنتوجه بوده و مديريت بيماری

منظور کاهش خسارات به. باشدزمان از اهداف پژوهشگران می

ناشی از اين بيمارگرها، رديابی و شناسايی دقيق و سريع 

 است لازم و ضروریامری  بيمارگر

(Schena et al 2008) . مارگر ين بيابرای شناسايی و رديابی

بر پايه  ها معمولاًهای مختلفی وجود دارد که اين روشروش

های شه روی محيط کشتيمارگر ازخاک و ريجداسازی ب

ها استوار اختصاصی و يا استفاده از تله برای جداسازی آن

 یهااين روش. (Freeman & Sztejnberg 1992) است

 يزن و از حساسيت کمی بوده گيروقت جداسازی معمولاً

های يکی از روش Nested PCRتکنيک . برخودار هستند

تر است که از لحاظ زمانی سريع زیی خاکهابيمارگررديابی 

ها بر خوردار است و از حساسيت بيشتری نسبت به ساير روش

(Schena et al. 2008; Ruano-Rosa et al. 2007).  بدين

از خاک به دو روش مستقيم و  DNAاستخراج  منظور

در روش غيرمستقيم ابتدا  ، کهشودمستقيم انجام میغير

سپس استخراج  و از خاک جداسازی شده هاميکروارگانيسم

DNA گيرد ولی در روش مستقيم، کل صورت میDNA 

های مرده موجود های زنده و سلولموجود در خاک از سلول

 DNAاغلب به دليل مقدار بيشتر  .شوددر خاک استخراج می

در روش مستقيم نسبت به روش غيرمستقيم، استخراج شده 

-از خاک استفاده می DNAاز روش مستقيم برای استخراج 

در اين روش پس از استخراج  .(Chenard 2003)شود 

مارگر از خاک، به منظور رديابی بيمارگر از يب DNAمستقيم 

 شودآغازگرهای اختصاصی بيمارگر استفاده می

(Chenard 2003; Cullen & Hirsch 1998). يکی از مهم-

ترين مشکلات اين روش وجود موادی مانند ترکيبات فنولی، 

اسيد هوميک و فلزات سنگين است که در ضمن استخراج از 

 ،PCRشوند که اين ترکيبات در واکنش خاک جداسازی می

-که به منظور حذف آن کنندعنوان مواد بازدارنده عمل میبه

منظور به. سازی کردالصاستخراجی را خ DNAها ابتدا بايد 

های مختلفی استخراجی از اين مواد، روش DNAسازی خالص

 PVPPاستفاده از ستون  ،هاوجود دارد که يکی از اين روش

ن يدر ا (.Ruano-Rosa et al. 2007; Wilson 1997) است

برای شناسايی  Nested PCRاز روش رديابی با کمک  پژوهش

ها و مزارع آلوده باغدر Rosellinia necatrix  ترهر چه سريع

از  مارگريبکه در مديريت اين  شده استاستفاده  مارگريببه 

  .ای برخوردار استاهميت ويژه
 

 هامواد و روش

 آلوده  یهااز باغ ینمونه بردار

های آلبالو، و نهالستان هااز باغ 1897در تابستان 

به   اریبردنمونههلو،گيلاس، بادام و گلابی استان اصفهان 

ريشه گياهان مشکوک به بيماری مورد بررسی قرار . عمل آمد

های قارچ عامل بيماری گرفت و در صورت مشاهده ميسليوم

های ها، با قرار دادن هر يک داخل پاکتروی اين ريشه

خاک زمان با آن، از هم. جداگانه به آزمايشگاه منتقل شدند

آوری خاک جمعکنار طوقه درختان آلوده حدود يک کيلوگرم 

آوری شد و يک نمونه خاک هم که از خاک مزرعه گندم جمع

 21تا  11مدت هب c°121و دمای  PSI11شد و در فشار 

برای . دگرديعنوان شاهد منفی انتخاب به و دقيقه اتوکلاو شد

ور کشاهد مثبت از نمونه خاکی که در گلخانه به قارچ مذ

آوری شده های جمعنمونه خاک. آلوده شده بود استفاده شد

تا خشک ، روز قرار داده شدند 11در دمای اتاق به مدت 

ها را سپس خاک کوبيده شد تا خوب نرم شود و بعد آن. شوند

و بقايايی گياهی  هاريزهمتری گذرانده تا سنگميلی دواز الک 

 Schena et al. 2002; Schena & Ippolito) آن حذف شود

2003 ). 
 

آوری های آلوده جمعاز ریشه R. necatrixسازی قارچ جدا

 هاشده از باغ

های از نمونه ريشه R. necatrix سازی قارچ برای جدا

 MEAS آوری شده، از محيط کشتجمع

(Malt Extract Agar + streptomycin )برای . استفاده شد

دکستروز آگار -گرم پودر مالت 6/88تهيه اين محيط کشت 

(Merck آلمان )حل گرديد و حجم نهايی به يک  در آب مقطر

قبل از استفاده در فشار  اين محيط کشت .ليتر رسانيده شد

PSI11  و دمایc°121 دقيقه اتوکلاو شد 21تا  11مدت هب 

گرم در ليتر ميلی 211به آن  c°61در دمای  و

برای (. Ruano-Rosa et al. 2007) اضافه شداسترپتومايسين 

متری از ريشه که تا دو سانتیيک های سازی قارچ، قطعهجدا

مدت دو های خاکستری و سفيد رنگ بودند بهدارای ميسليوم

ضد عفونی سطحی % 1سديم دقيقه در محلول هيپوکلريد



   98 تابستان/ یکشماره / نهمجلد / آوری زیستی در کشاورزیفن

11 

گرديد و پس از شستشو با آب مقطر سترون و خشک شدن 

 MEASدر سطح محيط کشت  سترونبر روی کاغذ صافی 

 Freeman & Sztejnberg, 1992; Behdad)ند قرار داده شد

1975a .)سازی نمودن قارچ از ريشه پس از جداسازی و خالص

شکل در های گلابیآلوده، برای شناسايی قارچ، از وجود تورم

 Behdad) های قارچ استفاده شدمحل ديواره عرضی ميسليوم

1975b) . 
 

 یاگلخانه یهاشیآزما

 ای به منظور اطمينان از رديابیهای گلخانهاز آزمايش

دست آمده با نتايج خاک مزرعه هبيمارگر و مقايسه نتايج ب

آلوده کردن خاک در گلخانه از بذر  به منظور .بهره گرفته شد

 يا زادمايه ور به عنوان مايه تلقيحکگندم آلوده به قارچ مذ

 گرم دانه گندم 81در داخل هر گلدان مقدار . استفاده شد

خاک  اب گندم یهادانه. گرم خاک استفاده شدکيلوهر  یبرا

سطحی تا عمق سه سانتيمتری سطح گلدان مخلوط گرديد 

(Freeman & Sztejnberg 1992 ) و پس از قرار دادن بذرهای

با خاک سترون مزبور روی سطح آنها  ،(گياه آزمون) باقلا

ها در گلخانه قرار داده شدند و هر سه تا  گلدان .پوشانده شد

س از بروز علائم روی باقلا و پ چهار روز يک بار آبياری شدند

ها مورد استفاده  از خاک گلدان ها و ريشه باقلا در آزمايش

 .(Behdad 1975) قرار گرفت
 

 از خاک DNAاستخراج 

گرم  1/1مقدار از خاک،  DNAمنظور استخراج به

 521-611اندازه) سترونای گرم ساچمه شيشه 1/1خاک ، 

به  سترونمتری ميلی پنج، دو عدد ساچمه فلزی (مترميکرو

 M NA2HPO4 12/. ،M)ميکروليتر بافر استخراج  711همراه 

NaCl 1.5 ،CTAB 2 )% که در حمام آب گرمCº61  نگهداری

ريخته شد و بر  ليتریميلی 1/1های شده بود در داخل لوله

دقيقه تکان  11دور در دقيقه به مدت  8111روی شيکر در 

 11ختلاط کامل به مدت ها پس از امحتويات لوله. داده شدند

سپس مايع . دور در دقيقه سانتريفوژ شدند 11111دقيقه در 

 .لوله سترون جديدی انتقال يافت بهفوقانی برداشته شد و 

فرم به هر نمونه اضافه شد و وميکروليتر کلر 711 مقدار

محتويات . ها چندين مرتبه به شدت تکان داده شدندنمونه

 11111دقيقه در  11به مدت ها پس از اختلاط کامل لوله

های نوک بريده وسيله تيپدور در دقيقه سانتريفوژ شدند و به

مايع فوقانی برداشته شد و درون لوله سترون جديدی انتقال 

حجم محلول به آن ايزوپروپانول سرد  6/1به اندازه . يافت

ها به آرامی اضافه گرديد و چندين مرتبه محلول داخل لوله

قرار  -Cº21دقيقه در فريزر  11-21به مدت مخلوط شدند و 

دور در دقيقه  11111دقيقه در  11ها به مدت لوله. گرفتند

به آرامی   DNAمايع بالايی رسوبسپس  سانتريفوژ شدند

ميکروليتر اتانول  DNA ،111های محتوی به لوله .خارج شد

دور در  11111درصد افزوده شد و به مدت پنج دقيقه در  71

و فاز رويی  ختنيرون ريپس از ب. نتريفوژ گرديددقيقه سا

ميکروليتر آب  51به هر لوله ها خشک شدن رسوب ته لوله

ها به مدت يک شب مقطر دو بار سترون افزوده شد و نمونه

در آب مقطر حل   DNAدرون يخچال قرار گرفتند تا رسوب

 (PVPP)ستون  بااستخراج شده قبل از استفاده،  DNA .شود

Polyvinyl poly pyrrolidone سازی شدخالص (Schena et 

al. 2002; Schena & Ippolito 2003; Schena & Ippolito 

2003.) 
 

 از ریشه DNAاستخراج 

های سفيد و های آلبالو دارای ميسليوماز ريشه

های بادبزن های دارای ميسليوم، ريشهخاکستری روی پوست

اه يگ) ريشه باقلادو  چنينهم ريشه بدون علائم و و مانند

های سفيد بر روی های دارای ميسليومشامل ريشه (آزمون

به روش DNA  استخراج ,های فاقد علائم سطح ريشه و ريشه

با دو تکرار از هر نمونه   (Schena et al. 2002)شنا و همکاران

روی ستون  ،قبل از استفادهاستخراج شده  DNA :انجام گرفت

PVPP سازی شدخالص.  
 

 PVPPبر روی ستون  DNAص سازی خال

استفاده  PVPPستون منظور خالص سازی از به

 به اين منظور ابتدا يک سوراخ کوچک ته يک لوله .ديگرد

تری ايجاد کرده و درب آن را بريده و ليميلی 1/1 اپندورف

اتوکلاو شده و در بافر  "که قبلاای ساچمه شيشهيک قطره 

TE پودر با آن را نصف خته و نگهداری شده در داخل لوله ري

PVPP  داده شدتری قرار ليميلی دوداخل لوله  درپر کرده و. 

 511تری به ترتيب طی دو مرحله يک بار ليميلی 1/1به لوله 

ميکروليتر آب اضافه کرده و هر  211ميکروليتر و مرحله بعد 

 2های تری که در داخل لولهليميلی 1/1های مرحله لوله

دور در دقيقه به  8111تری قرار داده شده بود در ليميلی

-ميلی 1/1های سپس لوله. ددندقيقه سانتريفيوژ ش 8مدت 

و به آن  قرار گرفتتری ليميلی 1/1های تری داخل لولهلي

DNA  دور در دقيقه به  8111استخراج شده اضافه شد و در

-ميلی 1/1های لولهسپس . گرديددقيقه سانتريفيوژ  8مدت 

 1/1های خالص شده داخل لوله DNAو  شدحذف ری ليت
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 & Schena) نگهداری شد -C21تری در دمای ليميلی

Ippolito 2003; Ruano-Rosa et al. 2007.) 

 

  ایآشيانه PCR هایانجام واکنش

رديابی بيمارگر از خاک و ريشه با استفاده 

 PCRآزمون  در R7 ،R10و  R2 ،R8 ازآغازگرهای اختصاصی

توالی اين دو جفت  .انجام شد Nested PCR ا يای آشيانه

 :آورده شده است 1آغازگرها در جدول 

 

آغازگرهای اختصاصی مورد استفاده در رديابی : 1جدول

 Rosellinia necatrixقارچ 
Table 1: Primers and their sequences used in 

detection of Rosellinia necatrix 

 نام آغازگر توالی

Sequence (5' – 3') Primer 

5'CAA AAC CCA TGT GAA 

CAT ACC A3' 
R2 

5'CCG AGG TCA ACC TTT 

GGT ATA G3' 
R8 

5'AAC CAT AGG CGA GAT 

GAG AAA T3' 
R7 

5'CCC CTG TTG CTT AGT 

GTT GG3' 

R10 

 

ميکروليتر از مخلوط  21در حجم  PCRواکنش 

ميکروليتر  1/2ميکروليتر آب ديونيزه،  21/11واکنش شامل 

مول ميلی 11ميکروليتر از محلول  PCR (10X) ،21/1بافر 

dNTPs  مول از هريک از هر يک از ميلی 1/2که حاوی

 1/.1بود،  dTTPو  dATP ،dCTP ،dGTPنوکلئوتيد ها شامل 

 MgCl2 ،1/1مول ميلی 11ميکروليتر محلول حاوی 

 Taq DNAميکروليتر محلول حاوی پنج واحد آنزيم 

Polymerase ،1/2 ومول پيک 21ميکروليتر محلول حاوی

 .انجام گرفت DNAو يک ميکروليتر از   R8و  R2های آغازگر

و تکثير قطعات  PCRچرخه دمايی برای واکنش 

DNA مطابق روش شنا و همکاران(Schena et al. 2002)  

 ژنومی در دمای DNAسازی اوليه  واسرشته: تنظيم گرديد

c°91 چرخه شامل  81 به مدت پنج دقيقه وc°91 به مدت ،

ثانيه برای  81به مدت  c°11ثانيه برای واسرشته سازی؛  81

به مدت يک دقيقه برای گسترش و گسترش  c°72اتصال و 

 .به مدت ده دقيقه انجام گرفت c°72نهايی در دمای 

عنوان رشته الگو در اوليه به PCRدر ادامه از محصول 

Nested PCR کار رفته در اين مواد بهحجم کل . استفاده شد

ميکروليتر آب  51/19ميکرو ليتر بود که شامل  21مرحله نيز 

ميکروليتر از  PCR (10X) ،21/1ميکروليتر بافر  1/2ديونيزه، 

 مول از هرميلی 1/2که حاوی  dNTPsمول ميلی 11محلول 

و  dATP ،dCTP ،dGTPيک از هر يک از نوکلئوتيدها شامل 

dTTP  مول ميلی 11ليتر محلول حاوی ميکرو 1/1بود

MgCl2 ،1/1  ميکروليتر محلول حاوی پنج واحد آنزيمTaq 

DNA Polymerase ،5/1  21ميکروليتر محلول حاوی 

 DNAو يک ميکروليتر از  R10و  R7پيکومول آغازگرهای 

شامل  Nested PCRچرخه دمايی برای واکنش . انجام گرفت

مدت به c°95ای ژنومی در دم DNAسازی اوليه واسرشته

ثانيه برای  51مدت ، بهc° 91چرخه شامل  51پنج دقيقه و 

ثانيه برای اتصال و  51به مدت  c°61واسرشته سازی؛ 

c°72  ثانيه برای گسترش و گسترش نهايی در  81به مدت

تکثير قطعات . به مدت ده دقيقه انجام گرفت c°72دمای 

DNA  در دستگاه ترموسايکلر شرکتEppendorf دل م

Master cycler Gradient محصول . انجام شدNested PCR 

%  5/2پس از مخلوط کردن با بافر بارگذاری در ژل آگارز 

 TBEدر بافر  61ساعت با ولتاژ ثابت  8بارگذاری و به مدت 

x1 الکتروفورز شد. 

 

 پلاسميد در(PCRمحصول ) همسانه سازی قطعه مورد نظر
pTZ57R/T  
 PCRيدی حاصل از واکنش نوکلئوت DNA 111قطعه 

برای همسانه سازی در پلاسميد  R8و  R2با جفت آغازگر 

pTZ57R/T به اين منظور پنج . مورد استفاده قرار گرفت

حاوی قطعه مزبور با سه ميکرو  PCRميکرو ليتر از واکنش 

 1/1ميکروليتر پلاسميدو  1/1ليتر بافر، پنج ميکرو ليتر آب، 

مخلوط شده و به مدت دو  T4DNAآنزيم ليگاز  ميکروليتر 

پس از اين مدت . ساعت در شرايط آزمايشگاه نگهداری شدند

 Mc1061  E. coli به سلولهای Ligationواکنش اتصال يا 

پس از همسانه سازی توالی مورد نظر به منظور . انجام شد

 PCRدو روش غربال سازی سريع و  تاييد همسانه سازی از

جدا شده  R. necatrix توالیابی، پس از توالی ي .استفاده شد

موجود در  BLASTخاک با اسـتفاده از ابزار جستجوی از 

با  NCBI (www.NCBI.nlm.nih.gov)پايــگاه اطلاعاتی 

 (AB462493.1شماره دسترسی ) R. necatrixجدايه  توالی

ــمــرديـف سـازی از ه .موجود در بانک ژن مقايسه شد

 DNAMAN ver 4.02دوتــــايـــی با استفاده از نرم افزار 

 .ها استفاده شدبرای تعيين درصد يکنواختی توالی

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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40µm 

 نتایج و بحث

 R. necatrix جدا سازی و شناسایی قارچ

 جدايه قارچ جداسازی شده از ريشه آلوده، قارچ

R. necatrix رای های آن داشناسايی گرديد که ميسليوم

شکل در محل ديواره عرضی بودند که های گلابیتورم

 .(1شکل) است R. necatrixشناسايی قارچ  مشخصه اصلی در

 از خاک  DNAاستخراج 

تمام نمونه  ایآشيانه PCRاز دست آمده هطبق نتايج ب

جزء شاهد منفی دارای باند به  آوری شدههای جمعخاک

  رديابی قارچ بر جفت بازی بودند که دليلی 112تکثيری 

Rosellinia necatrix (.2شکل ) باشدخاک می در 

 

 

 

 Rosellinia necatrix شکل در محل ديواره عرضی هيف های گلابیحضور تورم: 1شکل 
Fig 1: Presence of typical pear-shaped hyphal swelling in Rosellinia necatrix. 

 

 

 
خاک  A1,A2: .خاک از R10و  R7با جفت آغازگر  Nested PCRبر اساس  Rosellinia necatrix ازیجفت ب 112تکثير باند  :2شکل 

Cششم،  باغخاک  F1,F2:پنجم،  باغخاک : E1,E2چهارم،  باغخاک : D1,D2سوم،  باغخاک : C1,C2دوم،  باغخاک  B1,B2:اول،  باغ
+ :

R. necatrix  ،Cقارچ   DNAشاهد مثبت 
 مزرعه گندم سترون شده انتخاب شدشاهد منفی از خاک : -

M :100 نشانگر مولکولی اندازهbp plus 
Fig 2: Amplification of 112 bp bands in Nested PCR using primers R7, R10 from soil confirming the existence of 

Rosellinia necatrix. A1, A2: Soil from orchard#1; B1, B2: Soil from orchard#2; C1, C2: Soil from orchard#3; D1, D2: 

Soil from orchard#4; E1, E2: Soil from orchard#5; F1, F2: Soil from orchard#6; C
+
: Positive DNA control; C

-
: Negative 

sterilized wheat field soil and M: Molecular marker 100bp ladder. 
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ورد بررسی، رديابی های گياهان آلبالو ماز ميان ريشه

های سفيد و های آلبالوی دارای ميسليومريشه قارچ تنها از

در  و پذير بودامکان های باد بزن مانندخاکستری و ميسليوم

 های دارای علائم،ريشهدر فقط  رديابی قارچ مورد باقلا نيز

 در مورد هر دو ميزبان های بدون علائمريشهاز  .ممکن شد

قابل ذکر است که در  (.8شکل )پذير نشد قارچ امکان رديابی 

حاضر نيز عدم رديابی قارچ در ريشه های فاقد علائم  پژوهش

قابل مشاهده به معنای فقدان آلودگی به قارچ عامل بيماری 

ها با رود که رديابی قارچ از اين نمونهاحتمال می. باشدنمی

ی کم PCRهايی با حساسيت بالاتر از جمله استفاده از تکنيک

 . پذير باشدامکان

 

  ITS1 ، ITS2،5.8S rRNAتعيين توالی قسمتی از نواحی 
رديف سازی دوتايی توالی همسانه سازی شده با هم

شماره ) R. necatrixجدايه  GenBankتوالی موجود در 

با استفاده از نـــــرم افــزار  (AB462493.1دسترسی 

DNAMAN  هم نتايج حاصل از .(5شکل )انجــام شــد-

درصد  99/99رديف سازی دوتايی توالی همسانه سازی شده، 

چنين و همدارد  GenBankنواختی با توالی موجود در يک

توالی همسانه سازی شده در سه جايگاه نوکلوتيدی با توالی 

بر اساس اين نتايج، قطعه  .تفاوت داشت GenBankموجود در 

به قارچ استخراج شده از خاک، مربوط  DNAتکثير شده از 

R. necatrix  است که دليلی بر صحت رديابی بيمارگر از خاک

 .باشدمی

 منظور کاهش خسارت ناشی از اين بيمارگربه

R. necatrix رديابی دقيق و سريع بيمارگر در خاک امری ،

های مختلفی وجود دارد ضروری است که برای اينکار روش

گر از خاک و بر پايه جداسازی بيمار ها معمولاًکه اين روش

های اختصاصی و يا استفاده ريشه با استفاده از محيط کشت

 ها استوار است های مختلف برای جداسازی آناز تله

(Freeman & Sztejnberg, 1992 .)های جداسازی اين روش

. گير بوده و از حساسيت کمی نيز برخودار هستندوقت معمولاً

ی اين بيمارگر های رديابيکی از روش Nested PCRتکنيک 

تر و از حساسيت بيشتری است که از لحاظ زمانی سريع

دست آمده در هنتايج ب. ها بر خوردار استنسبت به ساير روش

دليل حساسيت بالای تکنيک پژوهش نشان داد که بهاين 

Nested PCRتر و توان از آن برای رديابی هر چه سريع، می

و ريشه گياهان آلوده تر بيمارگر از خاک باغات آلوده دقيق

-تواند در غربال سازی خزانهکاربرد اين روش می .بهره جست

 .های توليد نهال و باغات در دست احداث مفيد واقع گردد

 

 

 

 

 

 

 

  RA1,RA2. ريشهاز  R10و  R7با جفت آغازگر  Nested PCRبر اساس  Rosellinia necatrix جفت بازی 112تکثير باند : 8شکل 

ريشه آلبالو فاقد علائم،  RC1,RC2های باد بزن مانند، ريشه آلبالو دارای ميسليوم RB1,RB2لبالو دارای ميسليوم سفيد ، های آريشه

RD1,RD2  ،ريشه باقلا دارای ميسليومRE1,RE2  ،ريشه باقلا فاقد علائمC+  ،شاهد مثبتC-  ، شاهد منفی، از ريشه باقلا سالمM :

 100bp  plusنشانگر مولکولی اندازه
Fig 3: Amplification of 112 bp bands in Nested PCR using primers R7, R10 from root confirming the existence of 

Rosellinia necatrix. RA1, RA2: Cherry root covered by cottony mycelium, RB1, RB2: Cherry root covered by mycelial 

fans; RC1, RC2: Symptomless cherry root; RD1, RD2: Faba root covered by mycelia; RE1, RE2: Symptomless faba 

root; C
+
: Positive DNA control; C

-
: Healthy faba root as negative control and M: Molecular marker 100bp ladder. 
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جدا شده از خاک اصفهان  Rosellinia necatrixقارچ  ITS1 ، ITS2،5.8S rRNAنوکلئوتيدی نواحی توالی  سازیرديف نتايج هم: 5شکل 

 .بانک ژنثبت شده در  R. necatrixجدايه توالی با 
Fig. 4: Alignment of nucleotide sequences of ITS1 ، ITS2، 5.8S rRNA in Rosellinia necatrix isolated from Isfahan soil 

with R. necatrix registered in GenBank. 

 

 

 :منابع

 .متن انگليسی مراجعه شود 18 هجهت ملاحظه منابع به صفح
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 The Use of Nested PCR Method for Rapid Detection of Rosellinia necatrix Causal 

Agent of White Root Disease From Soil and Root 
 

Mohammadi Meymand
1
, S. M., Sharifnabi

1*
, B. and Bahar

1
, M. 

 
Abstract 

White root rot disease, caused by Rosellinia necatrix is one of the most important disease of fruit trees in Iran 

and worldwide. To detect the pathogen from soil and root, six infected soil samples were collected from cherry crown 

trees and two samples were collected as positive and negative control. DNA Extraction from eight soil samples 

including infected cherry roots by white cottony mycelium, roots infected by white mycelial fans and symptom less 

roots and two faba roots, with white cottony mycelium and symptom less root was performed. Detection of the 

Pathogen was done by two specific primer pairs R2 ،R8 and R7 ،R10 in Nested PCR reaction. The results showed the 

detection from six infected soil, positive control and in roots colonized by white cottony mycelium and roots by white 

mycelial fans and faba roots colonized by white cottony mycelium. No detection was achieved from symptom less 

roots. To verify the accuracy of the used detection method, ITS region was amplified and cloned in pTZ57R/T vector 

and sequenced. Comparison of the sequence showed %98.99 similarities to the recognized isolate of R. necatrix. 

According to our findings, it seems that Nested PCR method could be useful to rapid detection of R. necatrix from soil 

and root of plants in orchards. 

 

Keywords: Rosellinia necatrix, Nested PCR, White root rot, Detection 

 

 

References 

BEHDAD, E. 1975a. Isolation and cultivation of  Rosellinia necatrix (Hart.) Berl., in vitro and its identification. Iran 

journal of Plant Pathology. 11: 122-137. 

BEHDAD, E. 1975b. Morphology, distribution, importance and hosts of Rosellinia necatrix (Hart.) Berl., the cause of 

white root rot in Iran. Iran journal of Plant Pathology. 11: 30-71 

BEHDAD, E. 1976. Influence of soil amendments, water management and tree species on the growth of  Rosellinia 

necatrix (Hartig) Berl.,  the cause of white root rot. Iran journal of Plant Pathology. 12: 27-41 

CHENARD, V. 2003. Evaluation of methods of soil DNA extraction for PCR. MSc. thesis submitted to Alberta 

University.102 pp.  

CULLEN, D. W. AND HIRSCH, P.R. 1998. Simple and rapid method for direct extraction of microbial DNA from soil 

for PCR. Soil Biology and Biochemistry 30: 983–993. 

FREEMAN, S. AND SZTEJNBERG, A  . 1992. Rosellinia. PP  . 71-73. In: L. L Singleton, J.D. Mihail and C. M. Rush 

(Eds), Method for research on soil borne phytopathogenic fungi. APS press, USA. 

RUANO-ROSA, D., SCHENA, L., IPPOLITO, A. AND LOPEZ-HERRERA, C.J 2007. Comparison of conventional 

and molecular method for the detection of Rosellinia necatrix in avocado orchards in southern Spain  .  journal of 

Plant Patholog. 56: 251-256. 

SCHENA, L. AND IPPOLITO, A. 2003. Rapid and sensitive detection of Rosellinia necatrix roots and soils by real 

time scorpion-PCR. Journal of Plant Pathology 85: 15-25. 

SCHENA, L., NIGRO, F. AND IPPOLITO, A. 2002. Identification and detection of Rosellinia necatrix by 

conventional and real time Scorpion – PCR. European Journal of Plant Pathology 108: 355-366. 

SCHENA, L., NIGRO, F. AND IPPOLITO, A. 2008. Integrated management of Rosellinia necatrix root rot on fruit tree 

crops PP. 137-158 In: Ciancio., A. and Mukerji., K.G. (Eds.), Integrated management of disease caused by Fungi, 

Phytoplasma and Bacteria. Springer Science. 

WILSON, I. G. 1997. Inhibition and facilitation of nucleic acid amplification. Applied and Environmental 

Microbiology 63: 3741-3751. 

 

 

To look at the figures and tables, please refer to the Persian text (pages: 9-15= 11-9 ). 

 

 

                                                                                                                                                                                                 
1. Former MSc. Student and Associate Professors of Plant Pathology, Department. of Plant Protection, College of 

Agriculture, Isfahan University of Technology 

*: Corresponding author 

 

Summary   AGRICULTURAL BIOTECHNOLOGY, Vol. 9, No. 1  2010 

53 


